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序論 
 
コンドロイチン硫酸 (CS) は，ヘパリン (HP)，ヘパラン硫酸 (HS)，ヒアルロン酸 (HA) など
とともにグリコサミノグリカン (GAG) に属する直鎖の酸性多糖類の一種である．CS を含む 
GAG は軟骨組織や結合組織，細胞外マトリックスに存在することは広く知られているが，骨や
角膜，尿，血液など各種臓器や体液中などにも存在し，生体内においてはタンパク質のセリン
残基と共有結合したプロテオグリカン (PG) と呼ばれる複合体を形成している [1, 2]．CSPG
は様々な生体内分子と相互作用することが報告されており，例としてヘパリンコファクターII と
結合することで抗血液凝固系に作用すること [3, 4] や寄生生物の膜タンパク質と結合するこ
とでそれらの宿主細胞内への侵入を阻害すること  [5, 6]，発生過程中の哺乳類網膜中の 
CSPG が軸索 (成長円錐) の伸長を阻害すること [7] などが明らかにされており生体内にお
ける多くの生理活性に関与している [8–11]．これら CS の生理機能について，分子レベルや
細胞レベルでの解明が期待されており，近年，活性発現機序がタンパク質のアミノ酸配列や 
CS の糖鎖配列として明らかとなるにつれて，糖鎖を基本とした新しい医薬品の創製や生体工
学への応用が注目されるようになっている． 
CS は N-アセチル-D-ガラクトサミン (GalNAc) に ウロン酸 (D-グルクロン酸 (GlcA) また
は L-イズロン酸) が 1-3 結合した二糖単位の繰り返し構造を基本骨格とし，GalNAc の C4 
位または C6 位あるいは GlcA の C2 位に硫酸基 (-OSO3Na) がエステル結合しており，こ
の硫酸基の結合位置や結合数の違いにより様々な異性体が存在する [12, 13]．このような構
造的特徴のみならず分子量も多岐に渡り数千から数十万 Da の幅広い分布を有している．
Fig. I に CS 異性体の構造を示す． 
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Fig. I Chemical structures of CS 
 
CS の生理機能として軟骨保護作用が広く認知されているが，その他にも抗炎症作用を有
していることから症候性神経痛，腰痛症，関節痛，肩関節周囲炎などの炎症性疾患に対する
処方薬として認可され臨床応用されている．また CS は関節保護を目的とした栄養補助食品
として日本だけでなく多くの国々で市場に流通している．しかしながら，栄養補助食品におい
ては CS の炎症性疾患への効果が期待されている一方で，外因性 CS の効果やその体内
動態については未だ明確な結論は出ていない [14–18]．その理由として，CS が有する生物
学的及び薬理学的機能は，多岐に渡る CS の構造，すなわち，硫酸化修飾や分子量といっ
た因子が総合的に寄与しているためと考えられる． 
通常，生体内に異物 (ウイルスなどの病原体) が侵入すると自然免疫や獲得免疫による防
御機構が働くことで，それら異物は生体内から除去される．自然免疫では主に骨髄系幹細胞
から分化するマクロファージや好中球などにより病原体が貪食されるのに対し，獲得免疫では
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リンパ球系幹細胞より分化する CD4+ ヘルパー T 細胞 (Th 細胞) が司令塔として B 細
胞からの抗体産生や細胞障害性 T 細胞の作用などを促進する．1986 年に Mosmann と 
Coffman により Th 細胞には産生するサイトカインの違いにより 2 種類のサブセット；1 型 
Th 細胞 (Th1)，2 型 Th 細胞 (Th2) の存在が報告され，ナイーブ T 細胞 (Th0) から 
Th1 と Th2 への分化はそれぞれのサイトカインにより相互制御を受けており，様々な炎症反
応に関与していることが示されてきた [19]．その後 Th 細胞のサブセットとして新たに Th 17 
細胞および調節性 T 細胞 (Treg) を含む数種の Th 細胞の存在が報告され，これまで 
Th1-Th2 パラダイムでは説明が困難であった免疫疾患の解明の端緒となるとともにこれらサブ
セットのより複雑な相互関係が明らかとなってきた [20–24]．Fig. II に T 細胞の分化の過程
と現在報告されている主な Th 細胞のサブセットを示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. II Differentiation of CD4
+
 helper T cell 
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当研究室では，CS が有する様々な生理活性のうち免疫賦活化活性に着目し，これまで免
疫化学的活性における CS の構造活性相関及びその作用受容体について多角的に評価し
てきた．その結果 in vitro において CS がマウス脾細胞における Th 細胞の分化を Th1 
優位に誘導し，Th2 への分化を抑制することを明らかにした [25] ．さらに Th1 誘導に対す
る CS の効果は，硫酸化度に依存することを明らかとし，また，Th1 サイトカイン産生促進効
果の一部は白血球細胞膜上に発現する L-セレクチンとの結合を介した応答であることが示
唆されている．また，マウスに経口投与した平均分子量 13 kDa の CS の微量ではあるが吸
収を確認した．このことから，CS の経口摂取による抗アレルギー活性を評価したところ，CS 
の経口投与により血清中抗原特異的 IgE，IgG1 抗体価，血清中ヒスタミン遊離及び接触性ア
レルギーの抑制を示すことを明らかとした [26]．以上のように CS の免疫賦活化活性につい
て徐々に解明されているが，多岐に渡る CS の分子量の影響についてはこれまで検討されて
いない．CS と同じ GAG に属する HP は低分子化されることで活性化部分トロンボプラスチ
ン時間延長作用の消失など分子量サイズにより機能が異なることが知られている [27, 28]．ま
た CS に関しても，CS-A 投与では悪化した EAE (実験的自己免疫性脳脊髄炎) がその分
解物である二糖を投与したところ EAE の進行を阻害したという報告もあることから [29]，CS 
の分子量・鎖長の違いが生理活性に影響を及ぼす可能性が考えられた．そこで，本研究では 
CS の分子量に着目し，第 1 章にて全身性免疫系に及ぼす影響を，第 2 章では経口投与
における吸収に及ぼす影響を明らかとするため次の実験を行った． 
通常生物試料より抽出・精製された CS の中には様々な分子量を有する CS が混在し，
その分子量は重量平均分子量として表され，また，その CS 鎖中には数種の CS 異性体が
存在している．そこで第 1 章ではまず二糖組成が均一で分子量の異なる CS を得るために
ゲルろ過クロマトグラフィー (GFC) による CS の分画を試みた．次に分画 CS と白血球細胞
膜に発現している接着分子のひとつである L-セレクチンとの相互作用について表面プラズモ
ン共鳴 (Surface Plasmon Resonance, 以下 SPR) 法による速度論的解析を行った．続いて in 
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vitro において CS の分子量の違いが Th 細胞からのサイトカイン産生に及ぼす影響を評価
した．第 2 章では，経口投与された CS の吸収過程における分子量の影響を明らかにする
ことを目的として，第 1 章と同じ方法により分子量の異なる CS を調製し，更に酵素分解によ
る低分子 (10 kDa 以下) CS の調製を試みた．これらの CS を用いてマウスに経口投与し血
中への移行量を測定することで，経口吸収における CS の分子量の影響を評価した． 
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第 1 章 L-セレクチンとの相互作用に対するコンドロイチン硫酸の分子
量の影響 
 
1.1. 序論 
CS は GAG に属する直鎖の酸性多糖で，GAlNac に GlcA が 1-3 結合した二糖単位
の繰り返し構造を基本骨格としている．その二糖単位中に存在する三つの水酸基の一ヶ所あ
るいは二ヶ所が硫酸化されることにより様々な異性体が存在する (Table 1)．CS は生体内に
広く分布しており，細胞外マトリックスではタンパク質と共に PG を形成している．更に細胞表
面や細胞内に存在する CS は，各種細胞増殖因子と相互作用することにより，構造維持，細
胞接着，細胞運動性，発生，血液凝固など，様々な生命現象に関与している [7–11]．  
これまで当研究室では，免疫化学的活性における CS の構造活性相関及びその作用受
容体について多角的に評価してきた．その結果 in vitro において CS が抗原感作マウス脾
細胞における Th 細胞の分化を Th1 優位に誘導し，Th2 への分化を抑制することを明らか
にした [28] ．更に Th1 誘導に対する CS の効果は，CS-C = DS < CS-A = CS-D < CS-E 
と硫酸化度に依存することや Th1 サイトカイン産生促進効果の一部は L-セレクチンとの結
合を介した応答である可能性が明らかとなっている．また，CS の経口投与は血清中抗原特異
的 IgE，IgG1 抗体価，血清中ヒスタミン遊離及び接触性アレルギーの抑制を示したことから，
CS は抗アレルギー活性も有することが示唆されている [26] ．このように CS が有する全身
性免疫系に及ぼす影響に対する構造特異性は，その構成糖や硫酸化度の観点から行われ
てきたが，CS の数千から数十万 Da に及ぶ分子量が及ぼす影響はこれまで検討されていな
い．そこで，CS を GFC の一種である low pressure gel chromatography (LPGC) 法を用いて
分画することで分子量が異なる CS (Fractionated CS: FrCS) を調製し，CS の分子量の違い
が L-セレクチンとの結合に及ぼす影響を SPR 法を用いて検討した．続いてマウス抗原感作
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脾細胞中 Th 細胞のサイトカイン産生に対する CS の分子量の効果を検討した． 
 
Table 1-1 Structure and origin of CS unit 
Isomer Main CS unit Origin 
CS-A GlcA (1-3) GalNAc4S Bovine tracheal cartilage, whale cartilage 
CS-B 
(DS*) 
IdoA 2S (1-3) GalNAc4S Porcine skin 
CS-C GlcA (1-3) GalNAc6S Shark cartilage 
CS-D GlcA 2S (1-3) GalNAc6S Shark cartilage 
CS-E GlcA (1-3) GalNAc4S6S Squid cartilage 
*DS: dermatan sulfate 
 
 
1.2 実験方法 
1.2.1. 試薬 
ウシ気管支軟骨由来 CS-A (15 kDa) 及びサメ軟骨由来 CS-C (31 kDa) は，それぞれ新
日本薬業株式会社及び三栄源 FFI 株式会社より供与していただいた．クジラ軟骨由来 
CS-A (21 kDa)，サメ軟骨由来  CS-C (13 kDa)，CS 由来不飽和二糖標準品  (Di-0S，
Di-0S，Di-4S，Di-6S，Di-diSB，Di-diSD，Di-diS，Di-triS，Di-UA2S) 及びコンドロ
イチナーゼ ABC (Proteus vulgaris，EC 4.2.2.4) は生化学工業株式会社より購入した． 
 
1.2.2. コンドロイチン硫酸の分画 
FrCS の調製 
まず始めに LPGC 実施のため，カラムの調製を行った．カラム担体 (Sephadex G-100 
superfine，GE healthcare) を必要量 (担体量 g = カラム体積/膨潤定数 (15~20 mL/g)) 量り，
MilliQ 水中で撹拌した後，90°C の水浴中で 5 時間静置し，担体を膨潤させた．カラム担体
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を室温に戻した後，カラム (4.4 cm i.d. x 100 cm，Econo-Column，バイオ・ラッド ラボラトリーズ
株式会社) に充填した．カラム上部に Flow adaptor (Flow adaptor，5 cm，Econo-Column，バ
イオ・ラッド ラボラトリーズ株式会社) をセットし，1–2 bed volume の脱気した 0.2 M NaCl を
流して溶離液の置換を行った．溶離液置換後，100 mg のクジラ軟骨由来  CS または 
150 mg のウシ気管支軟骨由来  CS を  LPGC カラムに供し，フラクションコレクター 
(Fraction collector FC203B，GILSON) を用いて分画 (100 滴/tube) した．得られた FrCS 
は，UV-1200 UV-VIS spectrophotometer (SHIMAZDU) を用い，204 nmで検出し，透析膜を
用いて脱塩を行った後，凍結乾燥を行った． 
 
アンスロン-硫酸法 
0.2% アンスロン試薬を 75% (w/v) 硫酸で調製した後，500 L を氷冷した．氷冷したアン
スロン試薬に 50 L のサンプルを添加して混和した後，沸騰水浴中で 10 分間加熱した．
加熱後，急冷し 620 nm で反応生成物の吸光度を測定した． 
 
1.2.3. コンドロイチン硫酸の分子量測定 
HPGC 法による分子量測定 
HPGC 装置 
Pump:   L-6000 Pump     日立製作所製 
Column:  Asahipak GF-510HQ (7.6 mm I.D. x 300 mm)  センシュー科学製 
Detector:  L-4000 UV Detector    日立製作所製 
Recorder: Chromato Integrator D-2500   日立製作所製 
 
FrCS の分子量測定は，Asahipak GF-510HQ カラムを用い，流速 0.3 mL/min，溶離液は
10 mM NH4HCO3 を用いて行った．分子量既知の CS 標準品 (12，13，14，31，44 kDa) を
用いて保持時間と分子量の片対数プロットにより検量線を作成し，この検量線から FrCS の
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平均分子量 (重量平均分子量，Mw) を算出した． 
 
Gradient PAGE 
ゲルは，市販の濃度 10–20% の PAGEL NPG-1020L (90 x 78 x 1 mm, ATTO製) を用い
た．試料 10 g を 0.01%BPB を含む 50%スクロース溶液 10 L に溶解した．泳動用緩衝
液は 0.2 M Tris-1.2 M glycineを用い，電圧 200 V で 28 分間泳動を行った．CS の染色は 
0.5%アルシアンブルーを含む 2%酢酸溶液で行った．脱色は，脱色液 (methanol : acetic 
acid : water = 25 : 7 : 67 v/v/v) を用いて行った．脱色後，50% methanol で 1 時間振とうした
のち，水で 30 分間振とうした． 
 
1
H-NMR スペクトル 
重水は Aldrich 製 (純度 99.9%) を使用した．試料 4 mg を重水 500 L に溶解し，凍
結乾燥を繰り返して交換可能なプロトンを除いた後，減圧で P2O5 存在下のデシケーター内
で 24 時間乾燥した．完全に乾燥した試料を重水 500 L に溶解し，Wilmard 製 NMR 測
定管 pp-528 (5.0 mm O.D. x 25 cm) に入れ測定に用いた．測定は JNM-400A (JEOL) を用
いて 400 MHz の共鳴周波数で行った．一次スペクトルの測定条件を以下に示す． 
観測幅: 8 kHz，パルス幅: 45° (4.90 sec)，サンプリングポイント: 32 K，パルス間隔: 2 sec，積
算回数: 300回，温度: 333 K 
 
1.2.4. コンドロイチン硫酸の二糖組成分析 
FrCS はコンドロイチナーゼ ABC を用いて酵素分解を行い，消化構成二糖の分析に供し
た．緩衝液は，0.2 M Tris-HCl (pH 8.0) を用いた．Fig. 1-2 に示した操作により CS 不飽和
二糖を調製した．ウシ気管支軟骨由来 CS の不飽和二糖分析は蛍光ポストカラム検出法を
用いた逆相イオンペアクロマトグラフィーにより行った．測定は，カラムに Senshu Pak Docosil 
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(4.6 mm i.d.. x 150 mm) を用い，流速 1.1 mL/min，カラム温度 60ºCで行った．溶媒は，A: 
1.2 mM TBA を含む 8.5%CH3CN 混液; B: 1.2 mM TBA, 0.2 M NaCl を含む 8.5% CH3CN 
混液を用い，0–10 min: 1–4% eluent B; 10–11 min: 4–15% eluent B; 11–20 min: 15% eluent B; 
20–22 min: 15–60% eluent B; 22–29 min: 60% eluent B; 29–31 min: 60–77% eluent B; 31–33 
min: 77–1% eluent Bで溶出を行い，1% eluent Bで 20 分間平衡化した．ポストカラム試薬で
ある  0.5%2-cyanoacetamide と  0.25 M NaOH はダブルプランジャーポンプでそれぞれ 
0.25 mL/min で送液した．混合液は反応コイル (0.5 mm i.d. x 10 m) を通過中にドライ反応
槽を用い 110ºCで加熱反応し，冷却コイル (0.25 mm i.d. x 3 m) で冷却した．反応後は励起
波長 346 nm，蛍光波長 410 nm で蛍光検出した． 
クジラ軟骨由来 CS の不飽和二糖分析は逆相イオンペアクロマトグラフィー (Senshu Pak 
Docosil) を用い，Di-0S，Di-4S 及び Di-6S の分離は溶離液 A (0.8 mM TBA 及び 2 
mM NaCl を含む 8%CH3CN 混液) で, Di-diSE，Di-diSB，Di-diSD 及び Di-triS の分
離は溶離液 B (1 mM TBA, 25 mM NaCl を含む 12.5%CH3CN 混液) で行った後，上述の
様に不飽和二糖を検出した．本法では内標とした  Di-UA2S が他のピークと重なるため 
Di-0S を基準として Di-diSE，Di-diSB，Di-diSD，Di-triS の存在比を計算した． 
 
Pump:  Intelligent HPLC Pump PU 980  日本分光工業製 
Reagent pump: SPU-2.5NP    日本分光工業製 
Sample injector: model 7125 (sample loop 20 L)  Reodyne製 
Column:  Senshu Pak Docosil (4.6 mm I.D. x 150 mm) センシュー科学製 
Column heater: NTT-2200    EYELA製 
Reaction bath: DRY REACTION BATH DB-5  島村製作所製 
Detector:  Intelligent Fluorescence Detector FP-92-S 日本分光工業製 
Recorder:  Chromatointegrator D-2500   日立製作所製 
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CS (1 mg/mL) 20 L 
 0.2 M Tris-HCl (pH 8.0) 60 L 
 Di-UA2S (10 g/mL) 50 L 
 0.1 U/10 L Chondroitinase ABC 10 L 
    
 Incubate at 37ºC for 3 hr   
 Heat at 100ºC for 2 minutes   
Submit to HPCL   
Fig. 1-2 Procedure for enzymatic digestion of CS 
 
1.2.5. Biacore を用いたコンドロイチン硫酸と L-セレクチンの相互作用解析 
装置及び試薬 
表面プラズモン共鳴 (SPR) 測定装置は，Biacore 製 BIACORE 2000 を使用した．セン
サーチップは，Biacore 製 Sensor Chip CM5 を使用した．プログラムは BIACORE 2000 
Control software，解析ソフトは BIAevaluation version 3.0 を使用した．また，アミノカップリング
キットおよび HBS-EP ランニング緩衝液 (10 mM HEPES pH 7.4，0.15 M NaCl，3 mM EDTA，
0.005% Surfactant P20) は全て GE healthcare から購入した． 
 
センサーチップへの L-セレクチンの固定化 
L-セレクチン (recombinant mouse L-selectin) は，アミノカップリング法によりセンサーチップ 
CM 5 へ固定化し，HBS-EP ランニング緩衝液により平衡化した．センサーチップ表面にある
フローセル  1 および  2 のデキストランのカルボキシメチル基を  50 mM NHS と 
50 mM EDC の等量混合液 70 L で 7 分間活性化した．次に，L-セレクチン (1 mg/mL) 
を 10 mM 酢酸緩衝液 (pH 4.0) で 50 g/mL に希釈したものを 70 L 添加してフローセ
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ル 2 に固定化した．センサーチップ表面に残った活性化基は 1 M ethanolamine 70 Lでブ
ロックした．固定化反応は，HBS-EP ランニング緩衝液を用いて流速 10 L/min，温度 25°C
で行った．固定化された L-セレクチン量を計算したところ，約 11.7 ng/mm2 固定化できた 
(data not shown)． 
 
Biacore 2000 による分子間相互作用解析 
FrCS (アナライト) と L-セレクチン (リガンド) の相互作用解析は 25°Cで行った．FrCS は 
50 mM Tris–HCl 緩衝液 (pH 7.4) で段階的に希釈した．FrCS 60 L を流速 20 L/min で
添加した後，50 mM Tris–HCl 緩衝液 (pH 7.4) を流して解離を観察した．センサーチップ表
面は 1.0 M NaCl を添加して再生した．速度定数などのカイネティックパラメーターは，
BIAevaluation version 3.0 により解析した． 
 
1.2.6. 実験動物 
第 1 章の実験は全て雌性 BALB/c マウス 4 週齢 (日本エスエルシー) を用い，1 週間
以上千葉大学薬学部動物舎において予備飼育した後，実験に供した．予備飼育から実験を
通して気温 25ºC，湿度 55%に保たれたコンベンショナル環境下のチップゲージで飼育し，食
餌 (5L37 ローデントダイエット EQ，日本エスエルシー)，飲水は自由摂取とした． 
 
1.2.7. 免疫計画 
OVA (Albumin from chicken egg) は Grade V を SIGMA より購入した．水酸化アルミニウ
ムゲル(ALUM) は免疫グレード・アジュバント用をエルエスエルより購入した．生理食塩水は
塩化ナトリウム (ナカライテスク株式会社) を滅菌水にて溶解し調製した．本章における免疫
計画を Fig. 1-3 に示す．すなわち，OVA 20 g 及び ALUM 2 mg を 400 L の生理食塩
水に溶解し, マウスに腹腔投与 (1 次免疫) し，14 日後に同量の投与 (2 次免疫) を施し，
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翌日に脾蔵を摘出した． 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-3 Schedule and conditions of immunization. 
 
1.2.8. 抗原感作マウス脾細胞の培養 
培地調製 
Compositions of Complete medium   
RPMI-1640 with L-glutamine  500 mL 
Penicillin-Streptomycin  2.5 mL 
0.1 M Pyruvic acid Na  5 mL 
5x10
-5
 M 2-mercaptoethanol  250 L 
Fetal bovine saline (FBS)  50 mL 
  550 mL 
 
0.1 M ピルビン酸ナトリウムは，ピルビン酸ナトリウムを 1.10 g 量り，滅菌水を 100 mL 加
え，0.22 m のフィルター (MILLEX®-GV, Millipore) でろ過滅菌をして調製した．調製後は 
4ºCで保存した．500 mL の RPMI-1640 にペニシリン-ストレプトマイシンをそれぞれ最終濃度 
50 U/mL，50 g/mL になるように添加した．次に 5 mL の 0.1 M ピルビン酸ナトリウムを添
加した．5 x 10-5 M 2-Mercaptoethanol 溶液を 250 L 添加した．最後に FBS を 50 mL 添
加し，よく混合し調製した．調製後は冷暗所にて保存した．以上の操作は無菌的に行った． 
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脾細胞の採取 
2 次免疫感作の翌日にマウスの脾臓を摘出した．摘出した脾臓を滅菌シャーレ中 
Complete medium 内で脂肪などを洗浄した後に細断し，さらに 70 m セルストレイナー (cat. 
No. 352350，BD Falcon) で濾して細胞を懸濁させた．シャーレ中の脾細胞懸濁液を滅菌チュ
ーブに移し，1600 x g，4ºC，5 分間遠心分離で 2 度洗浄した後に血球計算板で生細胞数を
計数し，5 x 106 cells/mLに調製した． 
 
脾細胞培養 
細胞懸濁液を 2 mL/well で 12 wellプレート (BD Falcon) に加えた後，OVA を最終濃度 
100 g/mL 及び FrCS または未分画 CS を最終濃度 500 nM になるように添加し，温度 
37ºC，CO2 濃度 5%の条件下にて培養した．48 時間培養後に well 中の脾細胞および上清
を滅菌チューブに回収し，1600 x g，4ºC，5 分間遠心分離をした．その上清を採取し，-80ºC
で保存した． 
 
1.2.9. ELISA 法によるサイトカイン産生の測定 
Compositions of Phosphate buffered saline (PBS) 
NaCl  20.0 g 
Na2HPO4・12H2O   7.3 g 
KH2PO4  0.5 g 
KCl  0.5 g 
H2O    
 1000 mL (pH 7.0) 
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測定は, PharMigen社の OptEIATM Setを用いて行った． 
抗マウス各種サイトカインモノクローナル抗体を固相化緩衝液 (0.1M sodium carbonate, pH 
9.5 または 0.2 M sodium phosphate, pH 6.5) で至適濃度に希釈し，96 well プレートに 
100 g/mL 加え，4°C で一晩静置して 1 次抗体を固相化した．固相化の後に，well 内を洗
浄し，夾雑物をブロッキングするために Assay Diluent (BD Pharmigen) を 200 L/well 加え, 
室温下  1 時間静置した．ブロッキングの後に  well 内を洗浄し，脾細胞培養上清を 
100 L/well 加え，室温下 2 時間静置して，1 次抗体と上清中サイトカインを抗原抗体反応
させた．1 次抗原抗体反応の後に well 内を洗浄し，ビオチン標識抗マウス各種サイトカイン
モノクローナル抗体及びアビジン標識  HRP を  Assay Diluent で至適濃度に希釈し，
100 L/well 加え室温下 1 時間静置して 1 次抗体と結合したサイトカインと 2 次抗体を抗
原抗体反応させた．2 次抗原抗体反応の後に well 内を洗浄し，酵素反応の基質として 
TMB および過酸化水素  (BD Pharmigen, TMB Substrate Reagent Set) 等量混合液を 
100 L/well 加え , 暗中室温下  30 分間反応させた．酵素反応の後に  1 M H3PO4 を 
50 L/well 加え反応を停止させ 450 nm の吸光波長を紫外可視マイクロプレートリーダー 
(SUNRISE THERMO, TECAN) を用い，エンドポイントで測定した．サイトカイン量は濃度既
知標準品を用いて検量線を作成して定量した．測定後の解析は，LS-PLATE manager 2001 
を用いた. 
 
 
1.3. 結果・考察 
1.3.1. ゲルろ過クロマトグラフィーによるコンドロイチン硫酸の分画 
カラム担体をカラムに充填し，アンスロン硫酸法によりカラムからのデキストランの溶出がな
いことを確認した後に，クジラ軟骨由来 CS (Mw 21 kDa) 及びウシ気管支軟骨由来 CS (Mw 
15 kDa) をそれぞれ Sephadex G-100 superfine (分画範囲/デキストラン 1 x 103–1 x 105 kDa) 
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を用いて分画し，採取した各試験液の 204 nm における吸光度を測定した (Fig. 1-4)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-4 Chromatograms of CSs using a LPGC column. 
 
Fig. 1-4 に示すように任意の 6 (Fraction A-F) 及び 10 (Fraction a-j) のフラクションにそれ
ぞれ分画した．二つの CSの溶出時間の違いは、それぞれの Mw が異なることや分画に供し
た試料量の違いが影響したものと考えられた．各フラクションごとにロータリーエバポレーター
を用いて濃縮し透析膜にて脱塩を行った後，凍結乾燥し FrCS を得た．得られた FrCS の 
1
H-NMR スペクトルを測定したところ j 画分 (ウシ気管支軟骨由来 CS) にはシアル酸が多
く含有されていることが推察されたため以後の実験には j 画分を除く 9 画分 (a–i) を使用し
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た． 
 
1.3.2. 分画したコンドロイチン硫酸の分子量測定 
分画後，まず，Gradient PAGE により FrCS の分画の様子を観察した (Fig. 1-5)． FrCS 
の高分子側はブロードしていたが，それぞれ異なる Mw を有する FrCS を調製できた． 
 
(A) CS from whale cartilage  (B) CS from bovine tracheal cartilage 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-5 Gradient PAGE patterns of original CS and FrCSs (A ~ F，a ~ i). 
 
次に FrCS の Mw を HPGC 法を用いて測定した (Fig. 1-6)．分子量既知の CS 標準
品を用い，各 FrCS の Mw を計算した (Table 1-2)．  
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Fig. 1-6 Chromatograms of original CS and FrCSs on Asahipak GF510HQ. 
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Table 1-2 Average molecular weights of original CS and FrCS 
Fraction  
Weight-average molecular weight (kDa) 
Whale cartilage Bovine tracheal cartilage 
Original CS 21 15 
A/a 29 33 
B/b 21 26 
C/c 15 21 
D/d 12 17 
E/e 9 15 
F/f 7 13 
g - 9 
h - 7 
i - 6 
 
1.3.3 分画したコンドロイチン硫酸の二糖組成分析 
CS の分子量の影響を検討するためには各 FrCS の二糖組成が同一であることが重要で
ある．そこで，未分画 CS および各 FrCS を特異的分解酵素により不飽和二糖に分解し，そ
れぞれの二糖組成比を比較した．すなわち 1-4 ヘキソサミニド結合を脱離分解するコンドロ
イチナーゼ ABC を用いて CS を酵素分解し，非還元末端に不飽和のヘキスロン酸残基を
含む二糖を生成させた．得られた二糖は蛍光ポストカラムを用いた逆相イオンペアクロマトグラ
フィーにより分析した (Figs. 1-7, 1-8 and Table 1-3)． 
どちらの CS も主要な構成二糖単位である Di-4S 及び Di-6S においてほとんどその
含有率に差は認められず，異なる Mw であるにも関わらず二糖組成は同じであった (Tables 
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1-3-1 and 1-3-2)．それぞれの構成比率を比較するとクジラ軟骨由来 CS では Di-4S が全
体の約 75%と最も多く含まれており Di-6S の 3 倍以上含まれていた．一方，同じく CS-A 
を主要な二糖単位とするウシ気管支軟骨由来 CS では，Di-4S が 55–60%と最も多く含ま
れているがその量は Di-6S の 2 倍前後でありクジラ軟骨由来 CS と比較すると Di-6S
の含有率が高いことが示された． 
 
以降の実験では，比較のため 2 種の FrCS で共通の Mw をもった画分 (FrCS 7，15，
21 kDa) を用いることとした． 
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Fig. 1-7 Chromatograms of the unsaturated disaccharides from whale cartilage CSs. 
Di-0S，2. Di-4S，3. Di-6S，4. Di-UA2S，5. Di-diSE，6. Di-diSB，7. Di-diSD，8. Di-triS 
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Fig. 1-8 Chromatograms of the unsaturated disaccharides from bovine cartilage CSs. 
Di-0S，2. Di-4S，3. Di-6S，4. Di-UA2S，5. Di-diSE，6. Di-diSB，7. Di-diSD，8. Di-triS 
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Table 1-3-1 Disaccharide compositions of original CS and FrCS from whale cartilage 
Fraction Di-0S Di-4S Di-6S Di-diSE Di-diSB Di-diSD Di-triS 
CS 
(original) 
1.2 76.8 20.9 0.3 n.d. 0.7 trace 
A 1.2 75.7 22.8 0.1 n.d. 0.2 trace 
B 1.3 75.4 22.7 0.2 n.d. 0.4 trace 
C 1.5 75.7 22.4 0.1 n.d. 0.3 trace 
D 1.5 76.3 21.9 0.1 n.d. 0.2 trace 
E 1.5 76.7 21.0 0.2 n.d. 0.5 trace 
F 3.4 76.0 20.4 0.1 n.d. 0.1 trace 
n.d. = not detected 
Table 1-3-2 Disaccharide compositions of original CS and FrCS from bovine tracheal 
cartilage 
Fraction Di-0S Di-4S Di-6S Di-diSE Di-diSB Di-diSD Di-triS 
CS 
(original) 
8.1 56.5 33.8 0.6 n.d. 1.0 trace 
a 6.7 61.3 30.9 0.5 n.d. 0.7 trace 
b 7.5 62.3 29.0 0.5 n.d. 0.7 trace 
c 7.3 61.7 29.7 0.5 n.d. 0.8 trace 
d 6.6 59.1 33.1 0.4 n.d. 0.7 trace 
e 6.4 55.7 36.9 0.3 n.d. 0.6 trace 
f 6.7 52.1 40.3 0.3 n.d. 0.6 trace 
g 5.4 50.0 43.4 0.4 n.d. 0.8 trace 
h 8.6 50.1 40.2 0.3 n.d. 0.9 trace 
i 8.2 48.7 41.6 0.4 n.d. 1.0 trace 
n.d. = not detected 
 
 
 
 
- 24 - 
 
1.3.4. コンドロイチン硫酸と L-セレクチンの分子間相互作用解析 
L-セレクチンを固定化した CM5 センサーチップにクジラ軟骨由来及びウシ気管支軟骨由
来の未分画 CS と FrCS を種々の濃度で添加し，その結合能を調べた (Fig. 1-9)．その結
果，レゾナンスシグナルは濃度依存的に増加し，CS と L-セレクチンとの間には弱いながら相
互作用が生じることが確認された．クジラ軟骨由来 CS とウシ気管支軟骨由来 CS のセンサ
ーグラムを比較すると，クジラ軟骨由来 CS は結合のカーブおよび解離のカーブともに急で
あり，L-セレクチンとの結合は速い結合・速い解離であることが示された．一方，ウシ気管支軟
骨由来 CS は結合カーブ及び解離カーブがともに緩やかであることからクジラ軟骨由来 CS 
と比較すると遅い結合・遅い解離であることが示された．この違いは二糖単位組成の差，特に 
4 硫酸と 6 硫酸の比が影響したものと考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-9 SPR sensorgrams of immobilized L-selectin with CS samples. 
a, 1000 g/mL; b, 500 g/mL; c, 250 g/mL; d, 100 g/mL; e, 50 g/mL 
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次に，未分画 CS または FrCS と L-セレクチンの相互作用解析において得られたセンサ
ーグラムの速度論的解析を行った (Table 1-4)．解離定数 (KD値) に着目すると，クジラ軟骨
由来およびウシ気管支軟骨由来 FrCS ともに Mw 21 kDa の FrCS で KD 値が最も低い値
を示し，Mw が小さくなるに従い KD 値が大きくなる傾向がみられたことから，L-セレクチンと 
CS の親和性は CS の分子量依存的であることが示された．特にクジラ軟骨由来 FrCS では
結合速度定数 (ka) の結果から結合速度が強く関与していることが推察された．さらに，クジラ
軟骨由来及びウシ気管支軟骨由来 CS ともに未分画 CS と FrCS を比較すると同じ Mw 
であっても分子量分布が狭い FrCS のほうがより小さい KD 値を示しており，分子量分布が
狭い CS のほうがより L-セレクチンとの親和性が高くなることが明らかとなった．また，ぞれぞ
れの FrCS を比較するとクジラ軟骨由来 FrCS のほうがより親和性が高い傾向が示されたこ
とから，CS と L-セレクチンの相互作用は分子量だけでなく 4 硫酸と 6 硫酸の比も親和性
に影響していることが本研究においても確認された． 
 
Table 1-4 Kinetic parameters for interaction between CS and L-selectin. 
CS Mw (kDa) 
Kinetic parameters 
ka (M
-1
s
-1
) kd (s
-1
) KA (M
-1
) KD (M) 
Whale 
cartilage 
21 (original) 6.16 x 10
2
 7.52 x 10
-3
 8.18 x 10
4
 12.2 
21 7.58 x 10
3
 2.27 x 10
-2 3.34 x 105 3.0 
15 2.31 x 10
3
 2.05 x 10
-2 1.13 x 105 8.8 
9.3 6.05 x 10
2
 3.42 x 10
-2 1.77 x 104 56.4 
Bovine 
tracheal 
cartilage 
15 (original) 3.32 x 10
2 1.30 x 10-2 2.56 x 104 39.1 
21 7.97 x 10
2 3.48 x 10-3 2.23 x 105 4.5 
15 1.22 x 10
2 2.30 x 10-3 5.29 x 104 18.9 
9.4 4.52 x 10
2 2.37 x 10-2 2.00 x 104 49.9 
ka, association rate constant; kd, dissociation constant; KA, association constant; KD, dissociation constant 
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1.3.5. 抗原感作マウス脾細胞におけるサイトカイン産生に対するコンドロイチン硫酸の分子量
の影響 
Th 細胞からのサイトカイン産生に対する CS の分子量の効果を, Th1 型サイトカインとして 
IFN- と IL-2，Th2 型サイトカインとして IL-5 の産生量を測定することで検討した．サイトカ
インはその種類により代謝回転速度が異なることが知られている．そこで，抗原感作マウス脾
細胞から産生されるサイトカインの測定をするにあたり，至適培養条件の検討を行った．至適
培養時間検討結果を Fig. 1-10 に示す．CS とともに培養した抗原感作マウス脾細胞を 24，
48，72 時間後にそれぞれ採取しそれぞれのサイトカイン産生量を測定した結果，培養時間 
24 時間では 3 種すべてのサイトカインにおいて産生量が少なく，特に IL-5 の産生量は定
量限界以下 (< 15.6 pg/mL) であった．培養時間 48 時間では各サイトカイン産生量は評価
に十分な量であることが確認された．一方，72 時間後の産生量をみると IL-2 及び IL-5 で
は産生量の増加が確認されたが IFN- では 48 時間時の産生量と比較するとほぼ変化して
おらず，その産生・分解が平衡に達したものと考えられた．そこで，本研究では至適培養時間
を 48 時間とした． 
続いて至適 CS 添加濃度の検討を行った (Fig. 1-11)．その結果，IFN- 及び IL-2 では 
CS 添加濃度が 500 nM のときに産生量が最大となった．一方，IL-5 では CS 添加濃度が
変化しても顕著な産生量の変化は認められなかった．以上の結果から，本研究では 500 nM
を至適 CS 添加濃度とした． 
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Fig. 1-10 Effects of CS from whale cartilage on the cytokine production of murine 
splenocyte in vitro. 
BALB/c mice (n=5) were intraperitoneally injected on day 0
th
 and 14
th
 with 20 g OVA and 2 mg ALUM 
at a total volume 400 L.  Spleen cells (5 X 106 cells/mL) were collected on day 15th and were 
co-cultured with OVA (final 100 g/mL) and original CS from whale cartilage (final 1 g/mL).  The 
amount of each cytokine in the supernatant was measured by ELISA. 
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Fig. 1-11 Effects of original CS from whale cartilage on the cytokine production of murine 
splenocyte in vitro. 
BALB/c mice (n=5) were intraperitoneally injected on day 0
th
 and 14
th
 with 20 g OVA and 2 mg ALUM 
at a total volume 400 L.  Spleen cells (5 X 106 cells/mL) were collected on day 15th and were 
co-cultured with OVA (final 100 g/mL) for 48 hours.  The amount of each cytokine in the supernatant 
was measured by ELISA.  Bars represent mean values (±S.D.) of 6 wells. 
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次に抗原感作マウス脾細胞と FrCS および OVA を共培養し，そのサイトカイン産生能に 
CS の分子量が及ぼす影響を検討した (Figs. 1-12, 1-13)．Fig. 1-12 に示したようにクジラ軟
骨由来 FrCS 添加群ではコントロール群と比較し IFN- の産生量において有意な増加が認
められ，特に Mw 21 kDa の FrCS 添加群で顕著な差が認められた．一方，ウシ気管支軟骨
由来 FrCS の IFN- 産生能への影響はコントロール群との間に有意な差は認められなかっ
たものの，Mw 21 kDa FrCS 添加群においてその産生量は最大となった．Th2 型サイトカイン
産生能に対しては，どちらの CS においても IL-5 に有意な抑制が認められ，特に分子量が
大きい FrCS 添加群で強い抑制効果が観察された．この結果は L-セレクチンと CS の物理
的親和性に対する分子量の影響と一致する結果となった． 
 
1.3.6. 結論 
LPGC により CS を分画し，分子量測定を行った結果，クジラ軟骨由来 FrCS は 7~29 
kDa，ウシ気管支軟骨由来FrCSは 6~33 kDaの分子量をそれぞれ有することが明らかとなった．
更に分画した FrCSの二糖組成は分子量によらずほとんど同一であった． 
これまでの研究において CS の生理活性は，CS の硫酸基結合位置や結合数の違いによ
る構造多様性に終始し，CS の分子量が生理活性に及ぼす影響についての知見は得られて
いなかった．しかしながら本研究により CS と L-セレクチンとの親和性が CS の分子量依存
的であることを明らかにするとともに，全身性免疫機構においても  CS の分子量依存的に 
Th1 サイトカイン産生が促進されることを初めて見出した． 
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Fig. 1-12 Effects of original CS and FrCS on the Th1-type cytokines productions of murine 
splenocyte in vitro. 
(A) IFN- productions.  (B) IL-2 production.  BALB/c mice (n=5) were intraperitoneally injected on 
day 0
th
 and 14
th
 with 20 g OVA and 2 mg ALUM at a total volume 400 L.  Cells (5 X 106 cells/mL) 
were collected on day 15
th
 and were co-cultured with OVA (final 100 g/mL) and FrCS (final 500 nM).  
The amount of each cytokine in the supernatant was measured by ELISA. Asterisk indicates significance 
from control value (*P<0.05, **P<0.01). Bars represent mean values (±S.D.) of 3-6 wells. 
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Fig. 1-13 Effects of original CS and FrCS on the IL-5 productions of murine splenocyte  
in vitro. 
BALB/c mice (n=5) were intraperitoneally injected on day 0
th
 and 14
th
 with 20 g OVA and 2 mg ALUM 
at a total volume 400 L.  Cells (5 X 106 cells/mL) were collected on day 15th and were co-cultured with 
OVA (final 100 g/mL) and FrCS (final 500 nM).  The amount of each cytokine in the supernatant was 
measured by ELISA. Asterisk indicates significance from control value (*P<0.05, **P<0.01). Bars 
represent mean values (±S.D.) of 3-6 wells. 
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第 2 章 経口吸収に対するコンドロイチン硫酸の分子量の影響 
2.1. 序論 
軟骨組織の細胞外マトリックスの主要な構成成分として CSPG の一種であるアグリカン
が挙げられる．細胞外マトリックスにおいてアグリカンは浸透圧により組織内に侵入した水を
高度にマイナスに荷電した CS 鎖などにより組織内に保持し，細胞外マトリックスに膨張圧
力を生みだしている．これにより，軟骨には荷重に耐える機能が付与されている．しかしなが
ら，アグリカンは加齢とともにコアタンパク質が様々な部位で分解され，C 末端側の断片が
軟骨内から消失し，低分子量アグリカンが増加することから, 加齢に伴う軟骨組織中の水分
含量や体積の減少とアグリカンは密接に関連すると考えられている [30, 31]．また，in vitro 
において炎症性サイトカイン IL-1 による関節軟骨の破壊を抑制すること [32]，更に in 
vitro にて CS は軟骨細胞における軟骨破壊抑制効果を示すことが明らかにされており 
[33]，抗炎症作用についてその作用機序が徐々に解明されている．この様な背景から， CS
の経口摂取による関節痛の緩和を目的とした栄養補助食品が日本だけでなくアメリカや 
EU においても広く市場に流通している．特にスイス，イタリア，フランス，オーストリアなどで
は CS は治療用遅効性薬 (SYSADOA) に分類され，医薬品として従来処方されている．
アメリカでは SYSADOA は栄養補助食品として取り扱われているが，CS を含む栄養補助
食品は大きな市場を形成している．日本における医薬品としての CS は静注製剤で進行
性感音性難聴，症候性神経痛，腰痛症，関節痛，肩関節周囲炎 (五十肩) に対する治療
薬として販売されているが，栄養補助食品としての CS は経口製剤が主で医薬品と同じく
関節痛，神経痛，腰痛への効果を期待したものである．しかしながら，経口投与による CS 
の体内動態や効果に関しては長年議論がされているが未だ様々な知見が存在する 
[34–38]．その主な理由として，内因性・外因性 CS との区別や生体試料中からの定量的な
抽出の難しさ，CS 高感度分析法の必要性，使用する実験動物の違いや [39]，実験に供
した CS の由来の違いなどが関与しているものと考えられる [40]． 
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これまで当研究室では CS の血中動態を明らかとするために消化管吸収について検討
を行ったが CS (Mw 13 kDa) をマウスに経口投与しその吸収量を解析したところ吸収は確
認されたもののその量は投与量の 1%に満たなかった．一般的に吸収過程には薬物などの
対象物の分子量も影響を及ぼすことが知られている [41, 42]． Polyethylene glycol (PEG) 
を使った小腸及び大腸での吸収実験では小腸では 600 Da まで吸収が確認されたのに対
し，大腸では 300 Da 以上の吸収は認められなかったとの報告もあり，部位別に異なること
も示されている [43]．そこで本研究では，CS の分子量の大きさが吸収に影響を与えると仮
定し，CS 分子量の違いによる吸収量への影響を明らかとするために，まず第 1 章の方法
を用いて分子量の異なる CS を GFC 法により調製した．更により低分子 CS を得るため
に酵素分解した CS を GFC 法により分画し，低分子化 CS の調製を試みた．これらの 
CS をマウスに単回経口投与し，その吸収量を評価した． 
 
 
2.2. 実験方法 
2.2.1. 実験動物 
雌性 ddY マウス 6 週齢 (日本エスエルシー) を用い，1 週間以上千葉大学薬学部動物
舎において予備飼育した後，実験に供した．予備飼育から実験中を通して 25°C，湿度 55%
に保たれたコンベンショナル環境下のチップゲージで飼育し，食餌 (5L37 ローデントダイエッ
ト EQ，日本エスエルシー)，飲水は全て自由摂取とした． 
 
2.2.2. 試薬 
CS-C (31 kDa，サメ軟骨) は三栄源 FFI 株式会社より供与していただいた．分子量測定の
検量線に用いた標準品 CS，CS 由来不飽和二糖標準品，及びコンドロイチナーゼ ABC 
(Proteus vulgaris，EC 4.2.2.4) は 第 1 章で用いたものと同じである． 
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2.2.3. コンドロイチン硫酸の調製 
ゲルろ過クロマトグラフィー (Mw > 10 kDa) 
FrCS 調製方法ならびにアンスロン硫酸法は第 1 章を参照のこと．ただし，分画後の脱塩
は，脱塩カラムに Bio-Gel P2 (Bio-rad) を 2.8 cm i.d. x 20 cm のガラスカラムに充填したもの
を用いた． 
 
低分子コンドロイチン硫酸の調製 
CS 100 mg を 0.15 M NaCl を含む 0.1 M 酢酸緩衝液 (pH 5.5) 4 mL に溶解した．これ
に 800 unit/mL に調製したヒツジ精巣由来ヒアルロニダーゼ 1 mL を加えてよく撹拌し，37ºC，
6 時間反応させた．反応後，沸騰水浴中で 5 分間加熱し反応を停止させ，得られた反応液
を GFC に供した．GFC のカラム担体には Sephadex G-75 (GE healthcare) を用いた．その
他の条件は，前述通り (2.2.3.)． 
 
コンドロイチン硫酸由来オリゴ糖の調製 
反応条件は菅原らの報告 [44, 45] を参考として Fig. 2-1 に示す方法で行った．すなわち 
CS 100 mg に対して 15000 unit のヒツジ精巣由来ヒアルロニダーゼを加え，37ºC，18 時間
反応後，さらに酵素 6000 unit を加え 7 時間反応させることで完全に CS を消化した．反応
溶液はトリクロロ酢酸を用いて除タンパクを行った後，脱塩，凍結乾燥し，CS オリゴ糖混合物
を得た．脱塩カラムには Hi-Trap Desalting Column (1.6 cm i.d. x 10 cm) を用い，溶離液に脱
気した水，検出器には示差屈折計を用いた． 
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CS   100 mg 
  0.1 M Sodium acetate buffer containing 0.15 M NaCl (pH 5.5) 2 mL 
  Sheep testicular hyaluronidase 15000 unit 
 Incubate at 37ºC for 18 hr   
  Sheep testicular hyaluronidase 6000 unit 
 Incubate at 37ºC for 7 hr   
 Heat in boiling water bath for 5 min   
 Cool in water   
  Trichloroacetic acid (final 5%)   
 Centrifuge at 10,000 x g for 15 min at 4°C   
Precipitate   
  Neutralize with 0.1 M sodium carbonate   
 Dialyze against water   
 Lyophilize   
Submit to HPLC   
Fig. 2-1 Preparation of CS oligosaccharides. 
 
コンドロイチン硫酸オリゴ糖の単離・精製 
得られた CS オリゴ糖混合物は強陰イオン (SAX) カラムを用いた濃度勾配法により単離
した．試料の分離は CarboPac PA1 カラム (4.0 mm i.d. x 250 mm) を用い，流速 1 mL/min，
カラム温度 30°Cで行った．溶離液は A: 70 mM NaH2PO4 (pH 3.0); B: 2 M NaCl を含む 
70 mM NaH2PO4 (pH 3.0) を用い，0-20 min, 0-15% eluent B; 20-60 min, 15-60% eluent B; 
60-65 min, 60-0% eluent B のグラジエント条件で溶出を行い 204 nm で検出した． 
 
分子量測定・Gradient PAGE・二糖組成分析 
1.2.3. 参照． 
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2.2.4. 限外ろ過膜を用いた血清中コンドロイチン硫酸の精製 
血清中 CS の精製は当研究室において確立された限外ろ過膜 (ULTRAFREE-MC 5,000 
NMWL Filter Unit BIOMAX-5，Merck-Millipore) を用いた微量分析法 [46] を用いた．本
法の血清試料中 CS の簡易精製法を Fig. 2-2 に，また，精製した CS のコンドロイチナー
ゼ ABC による酵素消化条件を Fig. 2-3 に示す．すなわち，血清試料中に非特異的タンパ
ク質分解酵素を加えてタンパク質を消化し，10%NaCl を含む 15 mM 酢酸溶液を加え，煮
沸，遠沈を行い除タンパクした．上清を排除限界分子量  5,000 の限外ろ過膜上で 0.1 M 
NaOH を用いて中和した後，遠心ろ過した．更に Tris-HCl 緩衝液で洗浄し，GAG を精製し
た．精製した GAG はコンドロイチナーゼ ABC を用いて酵素分解を行い，消化構成二糖の
分析に供した． 
 
Serum  25 L 
 50 mM Tris-acetate buffer (pH 8) containing 1% actinase 45 L 
 Incubate at 45°C for 3 hr   
 15 mM acetic acid containing 10% NaCl 200 L 
 Heat in boiling water bath for 5 min   
 Cool in water   
 Centrifuge at 2,300 x g for 15 min   
Supernatant on ultrafiltration membrane 180 L 
 0.1 M NaOH 20 L
 Centrifuge at 2,300 x g for 15 min at 4°C  
 Wash twice with 50 L of 0.2 M Tris-HCl buffer (pH 8)  
 Centrifuge at 2,300 x g for 15 min at 4°C  
 Change with a new vial  
Crude GAGs on ultrafiltration membrane  
Fig. 2-2 Pretreatment procedure of serum for CS analysis (ultrafiltration method). 
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GAGs solutions 20 L 
 0.2 M Tris-HCl (pH 8.0) 20 L 
 0.1 U/10 L Chondroitinase ABC 10 L 
 Di-UA2S (as an internal standard) 10 L 
 Incubate at 37ºC for 3 hr   
 Centrifuge at 2,300 x g for 15 min 
    
Submit to HPCL   
Fig. 2-3 Procedure for enzymatic digestion of GAGs. 
 
2.2.5. 血清中コンドロイチン硫酸の定量 
1.2.4. 参照． 
 
2.2.6. ESI-MS 
試料は Ultrafree-MC 0.22 mフィルター (amicon) とムロマック 50W x 8 H + form (ムロマ
チテクノス) を用いてナトリウムを除去した後，250 g/mL になるよう 1%アンモニアを含む 
50%メタノールに溶解し，測定に用いた．ESI-MS の測定条件は以下の通りである． 
Ion Source Type： ESI, NanoSpray 
Ion Polarity：  Negative 
Scan Begin：  80 m/z 
Scan End：  1000–1500 m/z 
Curtain Gas：  20 psi 
Ion Spray Voltage： -1700 – -2000 V 
Ion Source Gas： 15 psi 
Interface heater： 40°C 
Declustering Potential： -100 V 
Collision Energy： -5 – -100 V 
Sample flow rate： 3 L/min 
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2.3. 結果・考察 
2.3.1. コンドロイチン硫酸の調製 
ゲルろ過クロマトグラフィーによるコンドロイチン硫酸の分画 
第 1 章での検討結果から LPGC を用いて CS を分画することで，二糖組成は同一で 
Mw が異なる CS の調製が可能であることが示された．そこで本章においても，異なる Mw 
を有する CS を調製するために LPGC による CS の分画を試みた．サメ軟骨由来 CS 
(CS-C, Mw 31 kDa) を Sephadex G-100 superfine を用いて分画し，採取した各試験液の吸
光度を測定した (Fig. 2-4)．Fig. 2-4 に示すように任意の 9 のフラクション (A-I) に分画した．
各フラクションごとにロータリーエバポレーターを用いて濃縮し，ポリアクリルアミドゲルを充填し
たカラムにより脱塩を行い，凍結乾燥し FrCS を得た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-4 Fractionation of CS from shark cartilage using a LPGC column. 
 
分画したコンドロイチン硫酸の分子量測定 
分画後，まず，Gradient PAGE により得られた FrCS の分画の様子を観察したところ，それ
ぞれのフラクションで異なる Mw を有する FrCS を調製されたことが確認した (Fig. 2-5)．次
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に FrCS の Mw を HPGC 法を用いて測定した (Fig. 2-6 and Table 2-1)．Mw 31 kDa の 
CS から分画により 12.7–46.9 kDa の FrCS を得た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-5 Gradient PAGE pattern of original CS and FrCSs (A ~ F). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-6 Chromatograms of FrCS on an Asahipak GF510HQ HPGC column. 
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Table 2-1 Molecular weights of original CS and FrCS. 
Fraction Retention time (min) Mw (kDa) 
Original CS 16.63 31 
A 15.96 46.9 
B 16.28 38.6 
C 16.48 34.1 
D 16.70 29.8 
E 16.86 27.1 
F 17.00 24.8 
G 17.40 19.5 
H 17.82 15.1 
I 18.10 12.7 
 
2.3.2. 低分子コンドロイチン硫酸の調製 
酵素を用いたコンドロイチン硫酸の部分分解 
本節では，酵素を用いた低分子 CS の調製を試みた．前節において Mw 12.7 kDa の 
FrCS を得ることができたが，より高い吸収が期待される低分子 CS，具体的には 10 kDa 以
下の CS や CS-オリゴ糖を調製することとした．使用する酵素には，加水分解作用を有し，ま
た分解反応による構造損傷が比較的少ないヒツジ精巣由来ヒアルロニダーゼを用いた．ヒツジ
精巣由来ヒアルロニダーゼ (EC3.2.1.35) は，HA 鎖中の -[-3GlcNAc1-4GlcA1-]n- 構造
の GlcNAc が GlcA の 1-4 結合で結合している部位を加水分解し，最終的に還元末端
に GlcNAc，非還元末端に GlcA を持った四糖と六糖を生成する酵素である．反応条件を調
節することで HA を目的の分子量サイズに調製することができ，また，HA ばかりでなく CS-A 
unit あるいは CS-C unit などにも作用し，また加水分解反応の逆反応としての糖転移反応も
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起こすことが知られている [44]．糖転移反応は NaCl により抑制されること，また反応液の 
pH が低いほど糖転移活性が低いことから，CS の部分分解は 0.15 M NaCl を含む pH 5.5 
の緩衝液を用いて行った．Fig. 2-7 に示す方法に従い 100 unit/mL から 1500 unit/mL の酵
素を用いて CS の酵素消化を行い，部分分解条件の検討を行った． 
 
CS   500 g 
  0.1 M sodium acetate buffer cont. 0.15 M NaCl (pH 5.5) 40 L 
  Sheep testicular hyaluronidase 10 L 
  100 U/mL, 300 U/mL, 500 U/mL, 1000 U/mL or 1500 U/mL   
 Incubate at 37°C for each hour   
 Heat in boiling water bath for 5 min   
Submit to HPLC   
Fig. 2-7 Enzymatic depolymerization procedure of low molecular weight CS. 
 
次に部分分解の程度を測定するために CS の還元末端を 2-シアノアセトアミドにより蛍光
標識し，その還元末端量を  flow injection analysis (FIA) により測定した．酵素濃度 
1500 unit/mL で 48 時間反応させたものを CS の完全消化物とみなし，各酵素濃度及び反
応時間における試料の部分分解の程度を比較した (Table 2–2, Fig. 2–8)．次に，HPGC によ
り得られた分解 CS の分子量測定を行った (Table 2–3 (A))．今回行った条件の中では，300 
及び 500 unit/mL でそれぞれ 4–8 hr，1–4 hr で目的の Mw (<10 kDa) が得られることが確
認された．そこで，より最適な条件を見つけるために反応時間をより細かく設定し，同様の検討
を行った (Table 2–3 (B))．酵素量 400 unit/mL では 5–8 hr にかけて，500 unit/mL では 
4–6 hr にかけて目的の Mw (<10 kDa) が得られた．300 unit/mL では 8hr 消化後でも Mw 
が 11.3 kDa あり，最初の検討結果と比較すると同じ条件下でも得られた Mw に差が見られ，
これらの差は操作誤差によるものと考えられた．以上のことから，誤差を考慮すると CS 500 g 
に対して酵素量 400 unit/mL で反応時間 6 hr が最適な条件と考えられた． 
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Table 2-2 Depolymerization of CS in each enzyme unit 
Reaction 
time (hr) 
Depolymerization (%) 
100 unit 300 unit 500 unit 1000 unit 1500 unit 
1 3.2 5.1 8.2 7.3 22.9 
2 4.2 6.1 11.5 22.2 30.8 
4 5.7 10.0 16.4 37.3 33.0 
8 6.9 14.3 23.2 41.5 55.2 
24 11.3 22.8 37.7 54.0 66.6 
48 - - - - 100.0 
 
Table 2-3 Weight-average molecular weight of digested CS in each enzyme unit 
(A) 
Reaction time 
(hr) 
Weight-average molecular weight (kDa) 
100 unit 300 unit 500 unit 1000 unit 1500 unit 
0 44.0 44.0 44.0 44.0 44.0 
1 26.3 14.8 11.0 6.7 5.4 
2 24.0 12.6 8.4 6.1 4.4 
4 22.1 11.4 7.1 5.1 4.0 
8 19.9 8.6 6.0 3.7 2.8 
24 15.9 5.9 4.1 2.3 1.7 
(B) 
Reaction time 
(hr) 
Weight-average molecular weight (kDa) 
300 unit 400 unit 500 unit 
4 15.6 13.5 10.8 
5 14.2 10.9 8.8 
6 13.1 10.6 8.1 
7 11.5 9.0 7.5 
8 11.3 8.7 6.7 
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Fig. 2-8 FIA profiles of digested CS in each enzyme unit. 
A, 100 unit; B, 300 unit; C, 500 unit; D, 1000 unit; E, 1500 unit. 
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最適化した条件で CS 100 mg の部分分解を行った．得られた分解 CS を LPGC により
分画し，低分子 CS の調製を試みた．分画する CS の Mw が 10 kDa 前後であることから，
ゲル担体には Sephadex G-75 (分画範囲/デキストラン 1 x 103–5 x 105) を用いた．得られたク
ロマトグラムを Fig. 2-9 に示す．得られた溶出曲線をもとに任意の 10 のフラクション (a - j) 
に分画し，濃縮後，Hi-Trap Desalting Column (1.6 mm i.d. x 10 cm) を用いて脱塩を行い，凍
結乾燥して 分画低分子 CS (Fractionated low molecular weight CS: FrLMWCS, a ~ j) を得
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-9 Chromatogram of digested CS using a LPGC column. 
 
低分子コンドロイチン硫酸の分子量測定 
部分分解 した CS を分画後，これまでと同様の方法で分画の確認及び分子量測定を行っ
た．Gradient PAGE (date not shown) の結果，低分子領域 g–j では移動度に差がほとんど見
られなかったことから，ゲル濃度 22%アクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行った (Fig. 
2–10)．その結果，g–j 画分間にも分子量分布に差があることが確認され，また 8 糖以下の 
CS オリゴ糖が生成していることが考えられた．この場合，分子量測定の検量線から外れること
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が考えられたため，より精確に Mw を測定するために別途 CS を酵素分解し検量線作成の
ために CS オリゴ糖を調製した (次節参照)．調製した CS オリゴ糖を用いて検量線を作成し，
低分子 FrCS の分子量測定を行った (Table 2–4)．分画前 CS は Mw 10.9 kDa であった
が FrLMWCS (a–j 画分) は 1.5–16.9 kDa であることが明らかとなった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-10 PAGE pattern of original CS, digested CS and FrLMWCS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CS 
(origin) a b c d e f g h i j 
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Table 2-4 Molecular weight of digested CS and FrLMWCS 
Fraction Retention time (min) Mw (kDa) 
Digested CS 18.32 10.9 
a 17.58 16.9 
b 18.10 12.4 
c 18.51 9.7 
d 18.94 7.5 
e 19.31 6.0 
f 19.63 5.0 
g 19.96 4.1 
h 20.31 3.3 
i 20.83 2.4 
j 21.66 1.5 
 
低分子コンドロイチン硫酸の分子量測定のための CS オリゴ糖の調製 
ヒアルロニダーゼを用いた CS の完全消化により，CS オリゴ糖の調製を行った． 
得られた CS オリゴ糖の分離は SAX カラム (CarboPac PA-1 (4 mm i.d. x 250 mm)) を用
いた．2 糖の標準品のピーク位置と比較することで，それぞれのピークを推定した．その結果，
ピーク a を 4 糖，ピーク b を 6 糖，ピーク c を 8 糖とそれぞれ推定した (Fig. 2–11)．分
取した各オリゴ糖画分は，Hi-Trap Desalting Column (1.6 cm i.d. x 10 cm)) にて脱塩後，凍結
乾燥して各種オリゴ糖を精製した．各種 CS オリゴ糖の NMR 測定の結果からも調製した 
CS オリゴ糖は 4，6，8 糖であることが強く推定された (date not shown)． 
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Fig. 2-11 Chromatograms of chondro-oligosaccharides produced by hyaluronidase. 
 
続いて，各種 CS オリゴ糖の鎖長を同定するために ESI-MS を用いた質量分析を行っ
た (Fig. 2-12)．その結果，観測された主要ピークは HPLC ならびに NMR 測定結果から
推定した CS オリゴ糖の理論質量数に合致した．すなわち，ヒアルロニダーゼを用いて CS 
を酵素消化することで 4，6，8 糖の CS オリゴ糖を調製に成功した． 
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Fig. 2-12 ESI-MS spectra of chondro-oligosaccharides. 
 
 
(A) 4 mer 
(B) 6 mer 
(C) 8 mer 
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2.3.3. 分子量の異なるコンドロイチン硫酸の二糖組成分析 
マウス血液成分中では Di-6S (CS-C) はほとんど検出されないことから，Di-6Sは CSの
消化管吸収評価に最適である．そこで投与前に各 FrCS の二糖組成，特に Di-6S の含量
を明らかにすべく FrCS ならびに FrLMWCS の二糖組成分析を行った (Tables 2-5-1 and 
2-5-2)．その結果，主要な構成 CS unit である Di-6S，Di-4S，Di-diSD の含有率に差は
認められなかった．この結果より，ヒアルロニダーゼによる酵素分解後も CS の二糖組成の割
合は保持されることが明らかとなった． 
 
Table 2-5-1 Disaccharide compositions of original and FrCS from shark cartilage 
Fraction Di-0S Di-4S Di-6S Di-diSE Di-diSB Di-diSD Di-triS 
CS 
(original) 
2.1 25.0 52.0 2.6 n.d. 18.4 n.d. 
A 2.3 23.6 53.5 2.5 n.d. 18.1 n.d. 
B 2.2 23.6 54.1 2.4 n.d. 17.7 n.d. 
C 1.8 24.1 52.2 2.1 n.d. 19.8 n.d. 
D 1.4 24.0 52.2 2.5 n.d. 19.8 n.d. 
E 1.3 25.1 51.7 2.4 n.d. 19.5 n.d. 
F 1.2 25.7 50.9 2.3 n.d. 20.0 n.d. 
G 1.3 27.5 48.9 2.3 n.d. 20.0 n.d. 
H 2.3 26.4 47.8 2.4 n.d. 21.0 n.d. 
I 2.5 25.8 49.4 2.8 n.d. 19.5 n.d. 
n.d. = not detected 
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Table 2-5-2 Disaccharide compositions of original and FrLMWCS from shark cartilage 
Fraction Di-0S Di-4S Di-6S Di-diSE Di-diSB Di-diSD Di-triS 
CS 
(original) 
2.6 22.5 52.1 2.2 n.d. 20.5 n.d. 
A 5.1 21.8 51.9 2.5 n.d. 18.7 n.d. 
B 2.6 23.9 51.8 2.3 n.d. 19.3 n.d. 
C 2.2 24.0 50.7 2.3 n.d. 20.8 n.d. 
D 1.6 22.8 52.5 2.1 n.d. 20.9 n.d. 
E 1.6 24.4 50.6 2.2 n.d. 21.2 n.d. 
F 1.5 23.8 49.8 2.2 n.d. 22.8 n.d. 
G 1.6 24.9 48.1 1.9 n.d. 23.5 n.d. 
H 1.7 27.5 46.1 2.2 n.d. 22.6 n.d. 
I 1.8 27.0 46.1 2.1 n.d. 22.9 n.d. 
n.d. = not detected 
 
2.3.4. 分子量の異なるコンドロイチン硫酸の経口投与による血中動態の解析 
経口投与による CS の吸収量を解析するにあたり，酒井らの方法を参考とし，400 mg/kg 
(body weight) となるようにマウスに単回投与した．十分なサンプル量を確保するために，前項
で調製した CS を可能な限り分子量範囲が狭くなるようにまとめ投与サンプルとした．まず，
FrCS では CSI (Mw: 12.7–19.5 kDa)，CSII (Mw: 24.8–27.1 kDa)，CSIII (Mw: 34.1–38.6 
kDa) の 3 種を調製し，それぞれの平均分子量を測定したところ Table 2–6 に示したように 
CS I，II，III の Mw はそれぞれ 17, 26, 36 kDa と約 10 kDa 間隔で異なることが確認できた．
また FrLMCS では，分子量範囲が LMWCS I (Mw: 6 kDa) と LMWCS II (Mw: 10 kDa) の 
2 種類に調製した． 
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Table 2-6 Molecular weight of each FrCS and FrLMWCS sample 
Original Mw range Sample Mw (kDa) 
FrLMWCS d ~ f 5.0–7.5 LMWCS I 6 
b ~ c 9.7–12.4 LMWCS II 10 
FrCS G ~ I 12.7–19.5 CS I 17 
E ~ F 24.8–27.1 CS II 26 
B ~ C 34.1–38.6 CS III 36 
 
調製した 5 種の CS を 雌性 ddY マウス (6 週齢) に対して 400 mg/kg (body weight) 
となるように単回経口投与 (n=3 or 4) し，一定時間後にマウス眼底より採血した．コントロール
群には CS の代わりに同量の水を与え採血した．採血した血液は室温で約 3 時間静置した
後に 2,300 x gで遠心し，血清を分取した．血清中の CS の分析は当研究室の酒井らによっ
て確立された限外ろ過膜を用いた簡易前処理法 [46] により行った．精製した CS はコンドロ
イチナーゼ ABC により不飽和二糖に分解後，蛍光ポストカラム HPLC 法を用いて定量した．
その結果，CS I~CS III 投与群の血清中 Di-6S 濃度は, 検出限界 (21.8 ng/mL) 以下で
あったことから 17 kDa 以上の CS はほとんど消化管吸収されないことが示唆された (data 
not shown)．一方, LMWCS I 及び LMWCS II ではわずかながら Di-6S が検出され，経
口投与した CS の消化管吸収が確認された (Fig. 2-13)．それぞれの AUC 値を算出したと
ころ，LMWCS I は 2.04 (g·hour/mL)，LMWCSII は 1.08 (g·hour/mL) であり，6 kDa の
分子量分布を有する LMWCS I のほうが経口投与による吸収率がより高い可能性が示され
た． 
 
2.3.5. 結論 
単回経口投与での CS 消化管吸収では, 低分子 CS の方がより効率よく吸収されることが
明らかとなった. 
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Fig. 2-13 Time course of orally administered LMWCSI and II in mouse blood plasma.  
(A) Di-0S, Di-4S, Di-6S and total disaccharide concentrations vs. time profile after a 400 mg/kg p.o. 
of LMWCS I (B) Serum Di-0S, Di-4S, Di-6S and total disaccharide concentrations vs. time profile 
after a 400 mg/kg p.o. of LMWCS II (C) Serum Di-6S vs. time profile after a 400 mg/kg p.o. of 
LMWCS I or II 
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結論 
 
本研究では，これまであまり知見の得られていない CS の分子量に着目し，第 1 章にて
CS の免疫賦活化活性，第 2 章では消化管吸収に対して CS の分子量の違いが影響を及
ぼすかどうかを明らかとすることを目的とし実験を行った． 
 
第 1 章 L-セレクチンとの相互作用に対するコンドロイチン硫酸の分子量の影響 
分子量の異なるコンドロイチン硫酸の調製 
二糖組成が均一で分子量の異なる CS の調製に成功した．通常，CS 中には様々な鎖長
の CS 鎖が含まれているためその分子量分布は広範囲に及んでいるが，LPGC により分画
を行ったところ一つの大きな溶出曲線が得られ，その溶出曲線をもとに任意のフラクションに
分けることで，分子量の異なる CS を得ることができた．更に，二糖組成分析を行ったところ，
全てのフラクションにおいて大きな違いは見られなかった．すなわち，CS は鎖長によらず規則
的に硫酸化修飾を受けていることが示された． 
 
コンドロイチン硫酸と L-セレクチンの分子間相互作用解析 
第 1 節で調製した分子量の異なる CS を用いて，L-セレクチンとの相互作用について 
SPR 法により解析したところ，CS-A rich な CS においても L-セレクチンと弱いながらも相互
作用を有することが示され，CS の Mw が大きくなるに従い親和性が高くなることを初めて明
らかとした．更に，分画前 CS と FrCS との比較により，分子量分布の狭い CS のほうがより
親和性が高くなることも明らかとした． 
 
抗原感作マウス脾細胞におけるサイトカイン産生に対するコンドロイチン硫酸の分子量の影響 
CS の分子量の違いが全身免疫機構に及ぼす影響を in vitro において検討し，抗原感作
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マウス脾細胞からのサイトカイン産生に対する CS 分子量の影響を初めて示した．本研究で
は第 1 節で調製した FrCS を抗原感作マウス脾細胞と共培養し，サイトカイン産生能を検討
したところ，CS の分子量依存的な IFN- 産生促進効果，IL-5 産生抑制効果が認められ，
CS の分子量の違いが脾細胞からのサイトカイン産生に影響を及ぼすことを初めて示した．更
に，この活性は L-セレクチンとの親和性の強さと一致する結果となった． 
 
第 2 章 経口吸収に対するコンドロイチン硫酸の分子量の影響 
コンドロイチン硫酸の調製 
LPGC または酵素分解と LPGC の組み合わせにより 1.5–47 kDa の二糖組成が均一で分
子量の異なる CS の調製に成功した．まず，第 1 章と同じ方法を用いて CS の分画を行い，
13–47 kDa の CS を調製した．次に，10 kDa 以下の低分子 CS を得るためにヒアルロニダ
ーゼを用いて酵素分解を行ったところ，電気泳動の結果から CS オリゴ糖の生成が確認され
た．より精確な分子量測定を行うために別途 4~8 糖の CS オリゴ糖を酵素分解により調製し，
分解 CS の Mw を測定した．調製した CS の二糖組成分析の結果から，酵素分解後もそ
の二糖組成は保持されていることが示された． 
 
経口投与によるコンドロイチン硫酸の血中動態 
分子量の異なる CS をそれぞれマウスに経口投与し，その血中動態を検討したところ，
11 kDa 以下の低分子 CS においてわずかながら消化管吸収が認められた．一方，17 kDa 
以上の CS では吸収は認められなかった．すなわち，単回経口投与においては低分子化す
ることで CS の吸収効率の改善が期待されることがしめされた．更に，血中濃度の経時的変
化から一部の CS は消化管内で長時間滞留する，もしくは，吸収に時間を要する可能性が示
唆された． 
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